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Cota, J. B. 2011. Identificação de Proteínas Estruturais em Tumores de Bexiga de Bovinos. 
A Hematúria Enzoótica Bovina (HEB) é uma doença de evolução arrastada associada à 
ingestão do feto comum (Pteridium aquilinum), em que a principal característica é o 
desenvolvimento de tumores da bexiga. Esta doença é endémica em diferentes zonas do 
Globo onde se encontram condições favoráveis ao crescimento da planta, incluindo o 
Arquipélago dos Açores. Os objectivos do presente trabalho foram os de (i) pesquisar através 
de métodos de imuno-histoquímica a expressão das proteínas estruturais das células uroteliais, 
uroplaquina III (UPIII) e citoqueratina 7 (CK7), em carcinomas do urotélio da bexiga de 
animais afectados pela HEB, e a sua possível associação com o grau e estadio tumorais, (ii) 
pesquisar a expressão dos factores reguladores do ciclo celular Ciclina D1 e p53, e a sua 
possível associação com o grau e estadio tumorais, (iii) analisar o possível valor dos tumores 
da bexiga de bovinos como modelo para os tumores de bexiga de outros animais e dos 
humanos. 
Os resultados demonstram que a expressão da UPIII é perdida em carcinomas do urotélio de 
alto grau e invasivos, tendo esta característica sido associada estatisticamente com estes dois 
parâmetros. Do mesmo modo, a perda da expressão de CK7 observada em carcinomas de alto 
grau e invasivos foi associada estatisticamente com ambos os parâmetros. A sobre-expressão 
da Ciclina D1 foi identificada em todos os graus e estadios tumorais, não tendo sido 
observadas diferenças estatisticamente significativas. Devido a problemas de ordem técnica a 
avaliação da sobre-expressão da p53 reduziu a casuística apenas a 4 casos, não sendo possível 
propor associações estatisticamente válidas.  
Este trabalho traz novos dados que auxiliam na compreensão das alterações moleculares 
envolvidas no desenvolvimento de tumores de bexiga de bovinos com origem no epitélio de 
transição, podendo ser utilizados no âmbito da Patologia Comparada, quer para os Animais 
Domésticos quer para o Homem.  
 
Palavras Chave: Tumores de bexiga, Hematúria Enzoótica Bovina, proteínas estruturais, 








Cota, J. B. 2011. Identification of Structural Proteins in Bovine Urinary Bladder Tumours. 
Bovine Enzootic Hematuria (BEH) is a disease characterized by a chronic progress associated 
with the ingestion of bracken fern (Pteridium aquilinum), which main characteristic is the 
development of urinary bladder tumours. This disease is endemic in different parts of the 
World where the appropriate conditions are settled for bracken fern upgrowth, including the 
Azores Archipelago. The objectives of this research were (i) the characterization by 
immunohistochemical methods of the expression of the uroplakin III (UPIII) and cytokeratin 
7 (CK7),  which are structural proteins of the urothelium, in carcinomas of the urinary bladder 
of animals affected by BEH, and its possible association with tumour grade and stage, (ii) the 
survey of the altered expression of the cell cycle regulating factors Cyclin D1 and p53 and its 
possible association with tumour grade and stage, (iii) evaluation of the applicability of 
bovine urinary bladder tumours as a model for urinary bladder tumours in Domestic Animals 
and in Humans. 
The results showed that loss of UPIII expression was seen in high grade and invasive 
urothelial carcinomas, and that this loss was statistically associated with both parameters. 
Similarly, the loss of CK7 expression was seen in high grade and invasive tumours and was 
statistically associated with high grade and invasion. The overexpression of Cyclin D1 was 
identified in urothelial carcinomas of all grades and stages and no statistical association was 
identified. Due to technical problems the evaluation of p53 overexpression was reduced to 
only 4 cases. Therefore, it was not possible to draw statistical significant associations.  
This research brings new data to the understanding of urinary bladder tumours allowing a 
better knowledge of the molecular changes involved and may be useful in the framework of 
Comparative Pathology, either for Domestic Animals or Humans.  
 
Keywords: Urinary bladder tumours, Bovine Enzootic Hematuria, structural proteins, cell 
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1. RELATÓRIO DE ACTIVIDADES 
 
O estágio curricular do Mestrado Integrado de Medicina Veterinária decorreu entre 6 
de Setembro de 2010 e 28 de Fevereiro de 2011, no Laboratório de Anatomia Patológica, 
Departamento de Sanidade Animal da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade 
Técnica de Lisboa. Durante este período as actividades desenvolvidas incidiram em três áreas 
principais: o ensino, o diagnóstico e a investigação científica.  
 
Ensino: Foi efectuado o acompanhamento dos vários docentes da disciplina de 
Anatomia Patológica II ao longo do primeiro semestre do ano lectivo 2010/2011 na sua 
componente prática, participando na execução de necrópsias e no auxílio aos alunos durante a 
realização das mesmas; 
 
Diagnóstico: O estágio envolveu as actividades ligadas à rotina laboratorial de 
processamento de tecidos biológicos para exame histopatológico, e do material de necrópsia. 
Esta consistiu no exame macroscópico, com a respectiva descrição, para processamento das 
peças remetidas para análise, seu corte ao micrótomo, englobando a inclusão dos fragmentos 
em blocos de parafina, corte e coloração para posterior diagnóstico microscópico. 
 Foi igualmente acompanhada a realização de punções aspirativas por agulha fina 
(PAAF) e biópsias de pele na consulta do Hospital Escolar da F.M.V. às terças-feiras de 
manhã, e o seu posterior diagnóstico microscópico. Os diagnósticos a partir de esfregaços 
enviados para o laboratório por parte da Consulta Externa do Hospital da F.M.V. e de Centros 
de Atendimento Veterinário foram igualmente objecto de acompanhamento; 
 
Investigação científica: Aplicação do método de imuno-histoquímica no âmbito da 
identificação de proteínas estruturais do epitélio de transição da bexiga, bem como de outras 
proteínas e factores reguladores do ciclo celular, para avaliação da sua alteração no decurso 
do processo de transformação neoplásica dos carcinomas do urotélio de animais afectados 
pela Hematúria Enzoótica Bovina, recorrendo a diversos anticorpos, protocolos e sistemas de 
marcação, tendo esta actividade constituído o projecto de investigação final. Com o objectivo 
de aprofundar os conhecimentos científicos na área do projecto final, decorreu participação no 
“Workshop on Ptaquiloside Toxicity” realizado na Ilha de São Miguel, Açores, no final do 
mês de Agosto de 2010, o qual foi da maior importância, possibilitando contactos com os 
investigadores nacionais e internacionais mais relevantes no estudo dos efeitos da ingestão do 
feto comum (Pteridium aquilinum) e da sua principal toxina, o ptaquilósido.  
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No total, nos 6 meses de estágio curricular foram efectuadas 105 necrópsias, das quais 
48 foram executadas em cadáveres de cães (Canis familiaris), 33 em cadáveres de gatos (Felis 
catus domesticus), perfazendo 77% (81/105) das necrópsias seguidas. Estes casos foram 
posteriormente acompanhados nos vários passos até ao diagnóstico final. Foram igualmente 
seguidos 410 casos de exames histopatológicos de peças provenientes do Hospital Escolar e 
de Centros de Atendimento Veterinário, desde a recepção do material no laboratório até ao 
diagnóstico final, e 360 casos de exames citológicos.  
 
 O acompanhamento do processo de diagnóstico nos exames histopatológicos e 
citológicos constituiu grande parte da experiência acumulada ao longo dos 6 meses de estágio. 
Foi também possível desenvolver o espírito crítico e científico devido à grande base científica 






































2.1. Hematúria Enzoótica Bovina 
 
A Hematúria Enzoótica Bovina (HEB) é uma doença dos bovinos e búfalos de água, causada 
pelo consumo prolongado do feto comum (Pteridium aquilinum), caracterizada pela presença 
intermitente de sangue na urina (Dawra & Sharma, 2001). Este é o sinal clínico mais evidente 
da doença, o qual está muitas vezes associado com a presença de tumores na bexiga. O 
progresso da afecção é lento e assume comportamento crónico. Considera-se necessário um 
período mínimo de 2 anos para o desenvolvimento da doença, sendo a maioria dos casos 
diagnosticada entre os 4 e 6 anos idade (Dawra & Sharma, 2001). Em mais de 90% dos casos, 
a hematúria tem origem nos tumores da bexiga, mas esta pode surgir em animais sem 
neoplasia, estando associada a cistite ou hiperplasia da mucosa (Carvalho, 2007). Outras 
características clínicas para além da hematúria intermitente são referidas, tais como 
leucopénia, anemia e níveis reduzidos de hemoglobina (Dawra & Sharma, 2001). À medida 
que a doença vai progredindo, a hematúria pode cessar completamente, surgindo novamente 
após algumas semanas ou meses (Dawra & Sharma, 2001). Na fase terminal da doença os 
bovinos apresentam grande quantidade de coágulos de sangue na urina, levando muitas vezes 
ao bloqueio do fluxo urinário, principalmente nos machos devido às características 
anatómicas inerentes à uretra. Estes bloqueios podem conduzir a outros problemas tais como 
cististe, pielonefrite, hidronefrose, conduzindo ocasionalmente à morte dos animais antes 
destes serem transportados até ao matadouro (Pinto, 2010). A perda de condição corporal, 
podendo chegar a caquexia, a anemia grave e a hipoproteinémia são responsáveis pelo edema 
sub-mandibular muitas vezes observado quando se executa o exame físico a estes animais. 
Por vezes, na fase terminal da doença é possível palpar por via rectal massas sólidas de 
dimensões consideráveis na parede da bexiga (Dawra & Sharma, 2001). As áreas da bexiga 
onde surge o maior número de tumores são as paredes laterais e ventral do fundo, e a zona do 










2.1.1. Implicações da HEB na bovinicultura açoriana 
 
Estima-se que a Hematúria Enzoótica Bovina custe mais de 650 000 euros por ano ao 
Governo Regional da Região Autónoma dos Açores, pelo pagamento de compensações 
financeiras aos produtores com animais portadores de neoplasias, e em pagamento de seguros 
quando os bovinos são aprovados para abate no exame ante-mortem no matadouro (Pinto, 
2010). As perdas que resultam da HEB para os bovinicultores açorianos são causadas pelo 
refugo precoce dos animais com perda de produção leiteira, morte dos animais mais 
afectados, perda do valor da carne, custos da assistência médico-veterinária e do controlo do 
feto através da aplicação de herbicidas. Outros custos indirectos são de considerar, os quais 
são difíceis de contabilizar, devido à reprovação para consumo humano de um elevado 
número de animais portadores de tumores de bexiga, transmitindo uma má imagem das 
fileiras de produção de carne e leite açorianas perante os consumidores (Pinto, 2010).  
 
 
Figura 1 – Animais apresentando Hematúria nas abegoarias do Matadouro Industrial da Ilha de São Miguel 















2.2. Pteridium aquilinum e as suas toxinas 
 
O feto comum (Pteridium aquilinum) é uma das cinco espécies de Plantas mais abundantes no 
Planeta (Smith & Seawright, 1995). Esta planta infestante está largamente disseminada por 
várias pastagens da Ilha de São Miguel e outras do Arquipélago dos Açores (Pinto et al., 
2000; Silva, 2001; Pinto, 2004). De entre os vários metabolitos com efeitos patogénicos que 
nela existem, salientam-se uma tiaminase, uma toxina para a medula óssea (Evans, 1976; 
Evans, 1986) e o glicósido sesquiterpenóide, o ptaquilósido (Pta) com capacidades 
mutagénicas, clastogénicas e cancerígenas (Niwa et al., 1983; Van der Hoeven et al., 1983). 
Os bovinos demonstram maior apetência pela ingestão dos rebentos e frondes tenras da planta 
(Bringuier & Jean-Blain, 1987), que são as porções onde se encontram níveis mais elevados 
de Pta (Smith et al., 1993; Smith, 1997). 
 
 
Figura 2 – Pteridium aquilinum. Ilha Terceira, Açores. (Original) 
 
Foram descritas cinco síndromes em Ruminantes e Monogástricos domésticos associadas ao 
consumo de Pteridium spp. (Smith, 1990; Smith, 1997): (i) encefalomalácia por deficiência 
em tiamina, (ii) síndrome hemorrágica aguda ou intoxicação aguda pelo feto comum, (iii) 
retinopatia em Ovinos, ou “cegueira brilhante”, (iv) carcinomas do tubo digestivo, e (v) 
finalmente hematúria enzoótica nos Bovinos. O processo tóxico que se desenvolve está 
dependente de vários factores como a biomassa disponível de feto, a concentração de toxinas, 
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a fase de crescimento da planta, a época do ano, a quantidade ingerida e a duração do 
consumo, a espécie animal, o sexo e a idade (Smith & Pinto, 2006). 
A hematúria enzoótica é assim denominada devido às características clínicas, e 
epidemiológicas, como sejam a presença de sangue na urina, o carácter endémico e a 
identificação de múltiplos tumores na mucosa da bexiga. Estes tumores têm duas origens, 
epitelial e mesenquimatosa, sendo os tumores desta última origem principalmente vasculares, 
originando as hemorragias que caracterizam a afecção (Carvalho et al., 2006; Smith & Pinto, 
2006). 
 
2.2.1. O ptaquilósido 
 
Em 1984, foi isolada pela primeira vez, a partir do feto comum, a molécula do ptaquilósido 
(Hirono et al., 1984). Mais tarde, notou-se que a administração experimental por via oral de 
Pteridium spp. conduziu ao desenvolvimento de carcinomas da bexiga em ratos, porquinhos 
da Índia e em bovinos (IARC, 1986). Quando estudado isoladamente, a administração oral de 
Pta produziu em ratos tumores mamários e intestinais (IARC, 1986). Posteriormente a sua 
capacidade carcinogénica foi apoiada por outros estudos, induzindo tumores mamários, 
intestinais e da bexiga em ratos, de acordo com o que já tinha sido proposto (Hirono et al., 
1987; Shahin et al., 1998). Os efeitos biológicos do Pta ao nível do ADN serão muito 
semelhantes aos provocados por agentes alquilantes clássicos (Povey et al., 1994). Quando 
esta molécula se encontra em condições alcalinas moderadas converte-se em dienona, a qual 
possui capacidade de formar ligações covalentes (aductos) com as bases de ADN através de 
uma reacção electrofílica, ou, em alternativa, formar pterosina B inactiva (Smith et al., 1994). 
Esta formação de aductos com o ADN pode culminar em alterações irreversíveis na célula, 
constituindo a primeira fase, de iniciação do processo neoplásico (Miller & Miller, 1986). Os 
órgãos frequentemente afectados são a nasofaringe e esófago dos bovinos, a bexiga dos 
herbívoros e o íleo dos roedores, onde normalmente se encontram condições alcalinas, 
necessárias para o desenvolvimento do processo anteriormente descrito (Van der Hoeven 
1983; Smith & Seawright, 1995). No início dos estudos, outros compostos presentes no feto 
comum foram propostos como agentes carcinogénicos, nomeadamente a quercitina (Pamukcu 
et al., 1980; Hirono et al., 1981). No entanto, esta hipótese foi posteriormente rejeitada, já que 
não foi possivel obter resultados que suportassem a teoria de que a quercitina possuísse 
características carcinogénicas (Pamukcu et al., 1980; Saito et al., 1980; IARC, 1983; 
Stoewsand et al., 1984; Wargovich, Eng, & Newmark, 1985; Zhu, Ezell & Liehr, 1994; 
Formica et al., 1995; citados por Stopper et al., 2005). 
 6
2.3. Tumores de bexiga na HEB 
 
Os primeiros estudos histopatológicos relacionados com a Hematúria Enzoótica Bovina 
remontam à década de 60 do século XX, em dois países diferentes, Quénia e Índia (Mugera & 
Nerito, 1968; Nandi, 1969). Em 1976, um estudo mais complexo foi liderado por Pamukcu, 
utilizando uma amostra de 139 casos de tumores de bexiga em bovinos expostos naturalmente 
ao feto comum, e em 30 animais alimentados experimentalmente com a planta. Dos animais 
aos quais foi fornecido o feto comum, 20 desenvolveram tumores de bexiga num prazo que 
nalguns casos chegou aos 5,3 anos. Os papilomas surgiram em animais 1 ano após o início da 
alimentação com feto comum, e os carcinomas mais invasivos mais tarde, aos 2,6 anos. Nos 
casos expostos naturalmente 35% tinham origem epitelial, 10% mesenquimatosa e 55% 
origem mista, epitelial e mesenquimatosa (Pamukcu et al., 1976). Posteriormente, outros 
dados foram publicados a partir de estudos conduzidos em países como a China, Turquia, 
Bolívia, Austrália e Brasil (McKenzie, 1978; Xu, 1992; Ozkul & Aydin, 1996; Marrero et al., 
2001; Peixoto, 2003;).  
Em todos os trabalhos realizados, parte dos bovinos afectados apresentava mais do que um 
tumor de bexiga, por vezes sendo de origens diferentes, tanto epitelial como mesenquimatosa. 
Contudo, a percentagem mais frequente dos tumores destes dois tipos, varia entre autores. 
Estas variações de resultados obtidos podem ser atribuídas às diferenças relacionadas com as 
áreas geográficas, espécies de feto consumido, ou ainda a critérios utilizados na recolha e 
classificação das amostras de bexigas nos matadouros (Carvalho, 2007).  
Num estudo de 2006, realizado em Portugal, foram colhidas amostras de 433 bovinos adultos, 
reprovados para consumo humano devido a lesões na bexiga no Matadouro Industrial da Ilha 
de São Miguel. Devido a muitas das bexigas apresentarem mais do que uma lesão suspeita, 
1337 fragmentos de lesões independentes foram processados para histopatologia, tendo sido 
identificados 870 tumores. As restantes lesões identificadas eram de carácter não neoplásico, 
correspondendo a hiperplasias e processos inflamatórios. Os tumores de origem epitelial 
perfizeram 62% do total das neoplasias identificadas, sendo que os restantes 38% eram de 
origem mesenquimatosa (Carvalho, Pinto & Peleteiro, 2006). 
Segundo dados não publicados do Matadouro Industrial da Ilha de São Miguel, a frequência 
de metastização, principalmente para os linfonodos inguinais profundos, era patente em 5% 




Figura 3 – Tumor de bexiga de bovino abatido no Matadouro Industrial da Ilha de São Miguel (Foto cedida por 
Gonçalo Forjaz)  
 
 
2.4. HEB e os papilomavírus bovinos 
 
O papel do papilomavírus bovino como participante activo no desenvolvimento de tumores de 
bexiga foi proposto pela primeira vez por Olson e os seus colegas, em 1965. Desde então, 
outros estudos relacionaram o papilomavírus bovino tipo 2 (BPV-2) e a exposição ao feto 
comum, com os tumores de bexiga que surgiam naturalmente, bem como os induzidos 
experimentalmente (Campo et al., 1992). Os papilomavírus são vírus de ADN oncogénicos 
que afectam uma grande variedade de animais, incluindo o Homem, infectando em especial os 
epitélios cutâneo e das mucosas, originando lesões proliferativas benignas, vulgarmente 
denominadas verrugas (zur Hausen & de Villiers, 1994). 
Até há alguns anos atrás, apenas tinham sido identificados 6 tipos de papilomavírus bovinos 
(BPV), distribuídos por 2 sub-grupos de acordo com as suas características (Campo, 1997). 
Nos últimos anos foram identificados outros 4 tipos, BPV-7 a BPV-10 (Tomita et al., 2007; 
Claus et al., 2008; Hatama et al., 2008).  
Na grande maioria dos casos estas lesões estão sob o controlo imunológico do hospedeiro e 
regridem espontaneamente. No entanto, se houver influência de outros factores, as lesões 
podem sofrer transformação maligna. Pensa-se que os compostos imunodepressores e 
carcinogénios presentes no feto comum actuariam sinergicamente com o vírus, facilitando a 
progressão do papiloma para carcinoma (Campo et al., 1992; Roperto et al., 2009). Campo e 
os seus colegas, em 1992, conduziram o primeiro estudo em que esta relação entre vírus e feto 
comum foi demonstrada na génese da HEB. O ADN do BPV-2 foi identificado em 69% dos 
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tumores de bexiga induzidos experimentalmente, e em 46% dos tumores de desenvolvimento 
natural, independentemente do tipo histológicos dos mesmos (Campo et al., 1992). Outros 
autores se seguiram nestes estudos, pesquisando também eles a presença de ADN do BPV-2. 
Em 2003, um estudo demonstrou a presença do ADN do vírus em causa em 77% dos tumores 
de bexiga de bovinos, e em 50% das bexigas sem qualquer tipo de lesões (Borzacchiello et al., 
2003). No Brasil, o BPV-2 foi detectado não só nas bexigas, como também nas amostras de 
sangue retiradas a bovinos com hematúria enzoótica (Wosiacki et al., 2005). Nos últimos anos 
vários foram os autores que identificaram o BPV-1 e BPV-2 em tumores de bexiga de 
ocorrência natural, bem como em amostras de bexigas sem lesões (Benevides et al., 2006; 
Balcos et al., 2008; Resendes et al., 2010). Recentemente, na Ilha de São Miguel, pesquisou-
se a presença de ADN de BPV-1 e BPV-2 em 300 bexigas de bovinos. Deste total, 200 
apresentavam neoplasias, das quais 41,5% revelaram positividade aos BPV-1 e 2. Nas 
restantes 100 bexigas-controlo, sem lesões, a positividade foi encontrada em 43% (Pinto, 
2010). Estes dados estão de acordo com o facto de as infecções por papilomavírus poderem 
ser latentes, sub-clínicas e persistentes, podendo constituir um factor que conduz à formação 
de tumores benignos (Roperto et al., 2009). 
 
E – Early 
L – Late 
Ori – Origin of Replication 
Figura 4 – Representação esquemática do genoma viral do BPV-1. As setas indicam as proteínas codificadas. 
Os genes L1 e L2 codificam as proteínas da cápside, e os genes E1-E8 codificam as proteínas não estruturais, 
expressas logo após a infecção. (Adaptado de Parrish, 2011). 
 
O genoma viral dos BPV contém aproximadamente 10 ORF (open reading frames), as quais 
são classificadas como “early” E, iniciais, ou “late” L, tardias (Howley & Lowy, 2007). A 
região E codifica as proteínas reguladoras, incluindo as necessárias para a replicação inicial 
do ADN viral. As ORF L1 e L2 codificam as proteínas da cápside viral e são expressas 
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apenas nas infecções que conduzem à formação de lesões papilomatosas (Howley & Lowy, 
2007). 
A expressão da oncoproteína E5, a proteína do BPV-1 e 2 com capacidades oncogénicas mais 
importante, tem sido estudada em tumores de bexiga de bovinos por vários autores 
(Borzacchiello et al., 2003; Borzacchiello et al., 2006; Balcos et al., 2008; Borzacchiello et 
al., 2009; Resendes et al., 2010). As proteínas E5 dos papilomavírus são polipeptídeos curtos 
hidrofóbicos, com uma estrutura helicoidal α, comum aos vários papilomavírus 
(Borzacchiello & Roperto, 2008). Dada a reduzida dimensão desta oncoproteína julga-se que 
a sua capacidade para induzir a transformação neoplásica não será através de reacções 
enzimáticas (Borzacchiello et al., 2006). A E5 activa receptores de factores de crescimento e 
várias quinases, incluindo as CDK, e diminui a expressão do CMH tipo I (Campo, 2002). A 
interacção desta proteína com o receptor β do factor de crescimento derivado das plaquetas 
(PDGF-Rβ) induz a transformação celular in vitro e in vivo nos carcinomas do urotélio em 
bovinos (DiMaio et al., 2000; DiMaio & Mattoon, 2001; Borzacchiello et al., 2006). O papel 
da E7 na carcinogénese da bexiga ainda está pouco investigado, sendo necessários mais 




Figura 5 – Representação esquemática dos eventos que conduzem ao desenvolvimento de tumores de bexiga 
induzidos pelos papilomavirus bovinos tipo BPV-2 actuando sinergicamente com as toxinas do feto comum 
(Adaptado de Borzacchiello & Roperto, 2008) 
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Os vírus, no seu estado de latência, poderão ser activados pela acção dos carcinogénios 
químicos e/ou os componentes imunossupressores encontrados no feto comum, permitindo a 
expressão dos genes virais (Borzacchiello et al., 2003; Borzacchiello et al., 2006; 
Borzacchiello & Roperto, 2008). Esta hipótese vai de encontro aos resultados obtido por Pinto 
em 2010, o qual sugere que as infecções pelo BPV serão insuficientes para o 
desencadeamento de neoplasias de bexiga sem a intervenção de outros carcinogénios (Pinto, 
2010). Este mesmo autor considera 3 tipos de factores etiológicos na génese da Hematúria 
Enzoótica Bovina: (i) a toxicidade pelo feto comum, (ii) o stress oxidativo, devido a carências 
de oligoelementos, (iii) e a influência dos vírus da papilomatose bovina (Pinto, 2010).   
 
 
2.5. Tumores de bexiga nos Animais Domésticos 
 
As neoplasias do tracto urinário inferior são pouco comuns nos Animais Domésticos, 
ocorrendo na maioria das vezes em cães, gatos e em bovinos, existindo pouco dados para 
outros animais. Os tumores de bexiga representam menos de 1% de todos os tumores em 
canídeos, sendo a frequência ainda menor em gatos (Maxie & Newman, 2007). Em alguns 
estudos parece estar demonstrada maior incidência em fêmeas do que em machos no caso dos 
cães, embora outros estudos indiquem o oposto, como nos humanos. Raças como Scottish 
Terrier, Shetland Sheepdog, Beagle e Collie parecem estar em maior risco, quando 
comparadas com outras (Maxie & Newman, 2007). A maior susceptibilidade da bexiga para a 
ocorrência de tumores em relação a outros segmentos do tracto urinário pode estar relacionada 
com a exposição prolongada da mucosa aos carcinogénios (Maxie & Newman, 2007). 
Na maioria dos casos, os tumores de bexiga são de crescimento lento e de metastização tardia. 
As neoplasias da bexiga podem ser causadas por uma variedade de substâncias químicas 
industriais (como a benzidina, e os metabolitos do triptofano), irritação crónica, corpos 
estranhos (como suturas) vírus, feto comum, e a ciclofosfamida. As concentrações mais 
elevadas de metabolitos de triptofano na urina do cão, comparando com as presentes na urina 
do gato, podem contribuir para uma maior frequência de tumores de bexiga em cães (Maxie & 
Newman, 2007). 
A maioria dos casos de tumores de bexiga em cães (97%) e em gatos (80%) consiste em 
tumores malignos e de origem epitelial, sendo na generalidade carcinomas do epitélio de 
transição (TCC). Estas neoplasias surgem maioritariamente na zona do trígono da bexiga em 
cães (Meuten, 2002). Os TCC são normalmente invasivos a nível local, podendo invadir para 
além da parede da bexiga, atingindo órgãos adjacentes como a próstata, vagina, útero ou 
recto. Este tipo de tumor é capaz de metastizar tanto a nível local (linfonodos ilíacos mediais e 
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hipogástricos), bem como à distância (pulmão, fígado, baço). Estas metástases podem estar 
presentes em valores que chegam aos 50% dos casos no momento de diagnóstico (White, 
2003). 
As síndromes paraneoplásicas associadas aos tumores de bexigas inclem hipercalcémia, 
caquexia, hiperestrogenismo, osteopatia hipertrófica, e policitémia (White, 2003). 
Não existem muitos relatos de neoplasias de bexiga em cavalos, e nestes casos o carcinoma de 
células escamosas é o mais comum, estando também descritos casos de carcinoma do epitélio 
de transição, pólipos fibromatosos, rabdomiossarcoma e linfoma (Meuten, 2002) 
 
2.6. Tumores de bexiga no Homem 
 
O cancro da bexiga ocupa o quinto lugar das neoplasias mais comuns nos países 
industrializados, perfazendo 5% de todos os tumores em humanos (Schulz, 2006). Está 
estimado que todos os anos surgem mais de 300 000 casos novos nos países industrializados, 
e em áreas onde a infecção por Schistosoma haematobium é endémica.  
A maioria dos casos não relacionados com esta infecção parasitária corresponde a carcinomas 
do epitélio de transição (Knowles, 2006). Nos Estados Unidos da América os tumores de 
bexiga tomam a segunda posição das neoplasias genito-urinárias mais frequentes, sendo 
estimados 69 000 casos novos diagnosticados em 2008, e 14 000 mortes relacionadas com a 
doença (Kaufman, Shipley & Feldman, 2009). Estas neoplasias têm origem no urotélio, o 
epitélio de transição altamente especializado que integra a mucosa da bexiga. Os homens 
apresentam uma incidência 3 vezes maior do que as mulheres, e este tumor afecta 
principalmente pessoas idosas (Crallan, 2006; Knowles, 2006). Esta predisposição parece 
estar correlacionada com os androgénios e os seus receptores, envolvidos na promoção da 
proliferação celular (Miyamoto et al., 2007). O tabagismo é um dos principais factores de 
risco associados aos tumores da bexiga (Silverman et al., 1992; Brennan et al., 2000; Brennan 
et al., 2001). Outros carcinogénios ocupacionais estão também descritos, como a benzidina 
(Silverman et al., 1992). A irritação crónica do órgão pode também predispor ao 








Tabela 1 – Factores de Risco associados ao desenvolvimento de tumores de bexiga em 






Arsénico na água;  
 
Factores Inflamatórios 
Cálculos na bexiga, infecção crónica, tuberculose genito-urinária, permanência  
prolongada de cateteres urinários, Schistosoma haematobium; 
 
Factores Iatrogénicos 
Ciclofosfamida, radioterapia pélvica; 
 
Factores Ocupacionais  
Exposição a aminas aromáticas usadas no fabrico de corantes químicos, produtos  
farmacêuticos e em estações de tratamento de gás; 
Fabrico de cabos, vidro, tintas, pneus, têxteis, borracha, petróleo;  
Profissões como cabeleireiros, pintores, camionistas, construção de estradas;  
 
 
2.7. Classificação dos tumores de bexiga 
 
A maioria dos casos de tumores de bexiga em humanos (90%) tem como origem o urotélio, 
sendo denominados carcinomas do urotélio ou carcinomas do epitélio de transição. A restante 
percentagem corresponde a outros tipos, como os adenocarcinomas e carcinomas de células 
escamosas (Eble, 2004). 
A classificação dos tumores de bexiga baseia-se em vários parâmetros os quais devem ser 
meticulosamente avaliados. Estes parâmetros são: padrão de crescimento, o grau de atipias 
nucleares e o estadio do tumor.  
Os carcinomas podem apresentar diferentes padrões de crescimento: papilar, infiltrativo, in 
situ ou uma combinação dos diferentes padrões (Mostofi, 1999). Os carcinomas in situ são 
lesões não papilares compostas por células de baixo grau de diferenciação, mas que não 
invadem a membrana basal, podendo atingir, ou não, toda a espessura do epitélio de transição 
que recobre internamente a bexiga. Os papilomas uroteliais são tumores papilares benignos, 
compostos por um delicado estroma fibrovascular coberto por um urotélio indistinguível do 
urotélio normal da bexiga (Mostofi, 1999). Em 2004, este sistema de classificação foi 
melhorado pela admissão de novos tipos: a neoplasia papilífera de baixo potencial de 
malignidade (PNLMP), e os carcinomas papilares de baixo e de alto grau (Eble, 2004). 
 13
O sistema de classificação da Organização Mundial de Saúde diferencia os carcinomas do 
urotélio de acordo com a organização estrutural e os vários graus de atipias nucleares numa 
escala de G1 a G4 (Mostofi, 1999). Qualquer tumor é classificado de acordo com a área com 
o grau mais alto. O epitélio dos carcinomas do urotélio de grau 1 é composto por células bem 
diferenciadas, tendo uma organização semelhante à do epitélio normal, apresentando no 
entanto diferenças facilmente identificáveis, como a variação da polarização nuclear, núcleos 
mais volumosos e de formato irregular. Os carcinomas de grau 2 apresentam um grau de 
atipia intermédio, sendo compostos por células moderadamente diferenciadas. Os carcinomas 
do urotélio de grau 3 apresentam o epitélio com uma grande desorganização estrutural, 
composto por células pouco diferenciadas, chegando a ser formados por células 
indiferenciadas nos casos dos carcinomas de grau 4. Estes tumores menos diferenciados 
possuem comportamento mais agressivo.  
 
Para além do padrão e do grau, a invasão do estroma pelas células neoplásicas deve ser 
avaliada. Segundo o sistema de classificação TNM de 1997, cada tumor em causa é 
classificado de acordo com a profundidade de invasão da parede da bexiga, bem como a 
presença de metástases nos linfonodos regionais, ou em outros órgãos, resumido na Tabela 2 
(Sobin et al., 1997).  
Mais de 70% dos casos de tumores de bexiga em humanos, quando da apresentação clínica 
são carcinomas papilíferos de baixo grau, não apresentando invasão da membrana basal (Ta). 
Apesar da elevada percentagem de recidivas após ressecção trans-uretral (60-75%), o 
prognóstico é bom devido à baixa frequência de metástases e aos tratamentos que preservam o 
órgão, sendo que apenas em 10 a 15% dos casos as neoplasias progridem para tumores 
invasivos (Baffa et al., 2006; Knowles, 2008). 
Os restantes 30% são tumores que já invadiram a muscular própria (T2), ou outros com 
invasão da membrana basal (T1) (Knowles, 2008). A sobrevivência dos portadores baixa 
drasticamente para 53% nos casos T2, 39% nos casos T3 e 25% nos casos T4, devido à 









Tabela 2 – Classificação TNM dos carcinomas de bexiga (Adaptado de Sobin et al., 1997) 
 
T – Tumor Primário 
TX – O tumor primário não pode ser avaliado 
T0 – Não existe tumor primário 
Ta – Carcinoma papilar não invasivo 
TIS – Carcinoma in situ  
T1 – O tumor invade o tecido conjuntivo sob o epitélio (camada superficial) 
T2 – O tumor invade o músculo 
T2a – Camada muscular mais superficial afectada (metade interior) 
T2b – Camada muscular mais profunda afectada (metade exterior) 
T3 – O tumor invade o tecido adiposo adjacente à bexiga 
T3a – microscópicamente 
T3b – macroscópicamente (a massa tumoral é visível na superfície externa da               
bexiga) 
T4 – O tumor invade uma das seguintes estruturas/órgãos: próstata, útero, vagina, parede pélvica, 
parede abdominal 
 
N – Linfonodos Regionais  
NX – Os linfonodos regionais não podem ser avaliados 
N0 – Não existe metástase no linfonodo regional 
N1 – Metástase num único linfonodo com dimensão < 2 cm  
N2 – A dimensão da metástase num único linfonodo é > 2 cm, mas < 5cm, ou metástases em 
diferentes linfonodos com dimensões < 5cm 
N3 – Metástase num único linfonodo com dimensão > 5 cm 
 
M – Metástases Distantes  
MX – As metástases distantes não podem ser avaliadas 
M0 – Não existem metástases distantes 
M1 – Existem metástases distantes 
 
Estadio 0a – Ta, N0, M0 
Estadio 0is – Tis, N0, M0 
Estadio I – T1, N0, M0 
Estadio II – T2a, N0, M0; T2b, N0, M0 
Estadio III – T3a, N0, M0; T3b, N0, M0; T4a, N0, M0 
Estadio IV – T4b, N0, M0; Qualquer T, N1, M0; Qualquer T, N2, M0; Qualquer T, N3, M0; T, Qualquer 





Figura 6 – Representação esquemática da classificação TNM de 1997 dos carcinomas da bexiga (Fonte: N. M. 
Luis et al., 2007) 
 
2.8. Monitorização dos tumores de bexiga no Homem 
 
A cistoscopia, a citologia a partir de urina de colheita livre, e os estudos imagiológicos são os 
padrões em vigor para detecção e monitorização das neoplasias da bexiga em Medicina 
Humana (Mitra & Cote, 2010). A cistoscopia é um exame com sensibilidade elevada para a 
maioria dos tumores, mas apresenta algumas limitações, como a probabilidade de não se 
identificar pequenos tumores planos como carcinomas in situ (Budman, Kassouf & Steinberg, 
2008). Após ser detectada a lesão no urotélio, o diagnóstico e o estadiamento são obtidos por 
ressecção por via trans-uretral (Kaufman, Shipley & Feldman, 2009). Infelizmente, a 
cistoscopia é um procedimento invasivo e dispendioso (Van, Veenstra & Isaaq, 2011). Por 
outro lado, a citologia urinária é um exame não invasivo, com uma especificidade elevada, 
porém com uma sensibilidade baixa para tumores de baixo grau bem diferenciados (Budman 
et al., 2008). Ou seja, o exame citológico não pode substituir a cistoscopia, ou ser um recurso 
para prolongar os intervalos entre cistoscopias, funcionando sim como um adjuvante para 
detectar tumores ocultos (Budman et al., 2008).  
Devido às desvantagens destes exames, procuram-se outros métodos não invasivos para a 
detecção e vigilância do cancro de bexiga (Budamn et al., 2008). Idealmente, um teste para 
rastrear uma doença deve ter sensibilidade e especificidade elevadas, não ser invasivo, ser 
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padronizado, ser reprodutível, acessível economicamente, e fácil de executar (Van et al., 
2011). Nos últimos anos, muito se tem discutido sobre o contributo dos marcadores tumorais 
presentes na urina para o diagnóstico e vigilância dos tumores de bexiga (Sharma et al., 
2009). A escolha do marcador depende do objectivo final, ou seja, prevenção, rastreio, 
vigilância, ou previsão do comportamento da neoplasia (Rao, 1999; citado por Sullivan et al., 
2010). Testes como o BTA-stat (bladder tumor antigen) ou o NMP22 (nuclear matrix 
protein) são bons exemplos de marcadores utilizados na vigilância do cancro de bexiga, 
disponíveis comercialmente, fornecendo dados qualitativos em poucos minutos, podendo ser 
executados por um Técnico de Saúde mesmo sem formação específica nos testes em causa 
(Yutkin et al., 2010). Apesar da intensa pesquisa de testes fiáveis não invasivos, que 
substituam o acompanhamento dos doentes por cistoscopia, até à data nenhum deles foi capaz 
de substituir os procedimentos de rotina (cistoscopia associada a citologia), devido ao grande 
risco de não se conseguir identificar alguns tumores de alto grau (Yutkin et al., 2010).  
 
2.9. Alterações genéticas associadas aos tumores de bexiga 
             
As diferentes alterações genéticas encontradas em tumores papilíferos de baixo grau e em 
tumores invadindo as camadas musculares demonstram que existem, pelo menos, duas vias 
principais para o desenvolvimento de tumores de bexiga. Estes dois grupos foram definidos 
com base nas diferentes frequências de mutações do gene TP53 e nas deleções no 
cromossoma 9 (Spruck et al., 1994). Acredita-se que estas alterações genéticas sejam o ponto 
de partida para um dos dois tipos de comportamento tumoral: o crescimento papilífero ou o 
carcinoma in situ e posterior invasão dos tecidos adjacentes (Baffa et al., 2006). 
 
Os tumores papilíferos de baixo grau possuem elevada frequência de deleções no cromossoma 
9 como factor desencadeador, mas baixa percentagem de mutações da proteína p53. Nos 
tumores não invasivos de baixo grau em humanos as deleções no cromossoma 9, as “point 
mutations” no receptor do factor de crescimento dos fibroblastos (FGFR3) e na subunidade 
catalítica alfa da fosfatidilinositol-3-quinase (PIK3CA) são as alterações genéticas mais 
comuns (Knowles, 2008). Mais de 50% de todos os tumores de bexiga, independentemente do 
grau ou estadio, possuem alterações neste cromossoma. Todos os dados apontam para que os 
genes presentes no cromossoma 9 participem nos passos iniciais do desenvolvimento tumoral 
(Gibas et al., 1984; Fadl-Elmula et al., 2000; Knowles, 2008). A hiperplasia do urotélio pode 
representar um precursor do desenvolvimento de carcinomas papilíferos de baixo grau, 
embora esta relação não seja linear (Knowles, 2008). Foram encontradas deleções no 
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cromossoma 9 em 70% das amostras de bexiga que apresentavam hiperplasia do urotélio, 
através dos métodos FISH (fluorescence in situ hybridization) e por análise de perda de 
heterozigotia (LOH) (Hartmann et al., 1999; Obermann et al., 2003).  
 
Inversamente, os carcinomas in situ e o urotélio com displasia apresentam muitas mutações na 
proteína p53, mas baixas percentagens de deleções no cromossoma 9 (Baffa et al., 2006). Em 
humanos foi identificada uma grande variedade de alterações genómicas nos carcinomas do 
urotélio com invasão muscular. Além das deleções no cromossoma 9, outras alterações foram 
encontradas nestes carcinomas invasivos. Foram identificadas perdas cromossómicas do 1q, 
6q, 9p, 9q e 13q, e ganhos no 5p em mais de 15% dos carcinomas invasivos do urotélio 
(Knowles, 2006). Muitos foram os estudos onde se pesquisou a expressão dos genes 
supressores tumorais RB1 e TP53, os quais se encontram alterados na maioria destes tumores. 
O envolvimento do gene TP53 constitui a diferença mais notável entre os tumores com 
invasão muscular e os não invasivos de baixo grau (Fujimoto et al., 1992; Spruck et al., 1994; 
Uchida et al., 1995). Muitas mutações foram já descritas para o gene TP53, bem como outras 
alterações que perturbam a via de sinalização da proteína p53, entre as quais a sobre-
expressão do HDM2 e a perda da expressão da proteína p21 que foram descritas em 
carcinomas invasivos do urotélio em humanos (Stein et al., 1998; Simon et al., 2002). As 
mutações no gene PTEN associadas às mutações do TP53 são das mais frequentes nos 
tumores humanos, e a sua inactivação em conjunto assume um papel importante no 
desenvolvimento tumoral. Estudos recentes demonstraram a importância da inactivação 
conjunta destes genes nos tumores de bexiga com invasão muscular (Puzio-Kuter et al., 
2009).  
O gene CCND1 que codifica a Ciclina D1 está amplificado em alguns tumores, tanto nos 
superficiais como nos invasivos. No entanto, a percentagem de amplificação é insuficiente 
para explicar todos os casos de sobre-expressão. Esta sobre-expressão pode reflectir outras 
alterações, como a activação das vias da MAPK ou da PI3 (Knowles, 2006). As alterações 
genéticas associadas à Ciclina D1 têm sido identificadas em tumores em fases iniciais, 
contribuindo para o desenvolvimento tumoral na bexiga e estão associadas a recidivas em 
casos de tumores superficiais (Baffa et al., 2006). 
Outras alterações nos cromossomas 3p, 8p, 11p, 13q, e 17q em carcinomas do urotélio foram 
também identificadas e associadas a um comportamento mais agressivo e com tendência para 
metastizar (Gonzalgo et al., 2000; citado por Baffa et al., 2006). 
Sugere-se então que os tumores com invasão da camada muscular tenham origem em 
displasias da mucosa, que por sua vez dão origem a carcinomas in situ, a partir dos quais se 
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desenvolveriam tumores com comportamento invasivo. Os tumores papilíferos de baixo grau, 
por outro lado, poderão ter origem na hiperplasia do urotélio com atipias mínimas, levando ao 
crescimento de uma estrutura papilífera, seguida por resposta angiogénica (Knowles, 2008). 
 
Figura 7 – Vias moleculares propostas para o desenvolvimento e progressão dos tumores do urotélio da bexiga. 
Os tumores do urotélio são separados em 2 grupos, com diferentes padrões histopatológicos, moleculares e 
comportamentos clínicos (Adaptado de Castillo-Martin et al., 2010)  
 
Apesar da grande quantidade de informação de índole molecular sobre os tumores de bexiga 
ainda não foi possível deduzir um modelo da patogénese molecular capaz de englobar todos 
os grupos de tumores do urotélio da bexiga. Idealmente, as análises genómicas deveriam ser 
associadas a análises de expressão molecular de modo a obter-se informações abrangentes dos 
passos do desenvolvimento e progressão tumorais (Knowles, 2008).  
 




O gene supressor tumoral TP53, localizado no cromossoma 17p13.1, codifica a proteína p53, 
fulcral no controlo do ciclo celular (Mitra et al., 2006). A expressão de p53 provoca várias 
respostas celulares, incluindo a suspensão do ciclo celular, senescência, diferenciação ou 
apoptose, dependendo de muitos factores, tanto intrínsecos como extrínsecos à célula 
(Vousden & Lu, 2002). Em resposta a estímulos de stress celular, como lesões no ADN, 
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hipóxia, choque de calor, alterações metabólicas, ou exposição a certas citoquinas, o gene 
codificador da p53 é activado, levando à acumulação da proteína no núcleo, iniciando 
cascatas moleculares que terminam na suspensão do ciclo celular ou na apoptose (Hall, Meek 
& Lane, 1996). Este aumento dos níveis da proteína p53 leva ao bloqueio do ciclo celular na 
fase G0/G1, permitindo que os mecanismos de reparação do ADN tenham tempo para corrigir 
os erros (Lane, 1994). No entanto, na maioria dos casos, a indução da p53 leva a uma inibição 
irreversível da proliferação celular, culminando na apoptose (Vousden & Lu, 2002). Assim a 
activação da p53 é fundamental para o destino da célula que se encontra num ambiente 
adverso (Slaton, Benedict & Dinney, 2001). A p53 tem outras funções tais como controlar a 
angiogénese, através da produção do factor de crescimento do endotélio vascular (VEGF). 
Controla ainda o factor de crescimento dos fibroblastos (basic fibroblast growth factor), 
limitando assim o crescimento tumoral pelo controlo da neovascularização induzida pelo 
tumor (Dameron et al., 1994; Nishizaki et al., 1999). A perda da função desta proteína conduz 
à propagação de células com defeitos genéticos e constitui um passo-chave no 
desenvolvimento de neoplasias (Lane, 1994). 
As mutações no gene da p53 são encontradas em 50 a 55% de todos os tumores humanos 
(Hollstein et al., 1994). Os tumores de bexiga não são excepção, tendo sido já descritas 270 
mutações diferentes associadas aos carcinomas do urotélio (Olivier et al., 2002). A proteína 
p53 no seu estado normal tem um tempo de semi-vida de 6 a 30 minutos. Pelo contrário, a 
proteína mutada apresenta um tempo de semi-vida de muitas horas devido à sua estabilização 
metabólica, sendo esta a base para a sua detecção pelos métodos de imuno-histoquímica 
(Esrig et al., 1993). A correlação entre as mutações e a acumulação nuclear da p53 mutada é 
muito boa, mas não é perfeita no caso dos tumores de bexiga em humanos, devido a algumas 
dificuldades da própria técnica de imuno-histoquímica (Schulz, 2006).   
Estudos recentes indicam que a acumulação da proteína p53 mutada está associada com um 
comportamento tumoral mais agressivo (Goebell et al., 2010). Estes dados vêm de encontro 
ao que já se tinha proposto. A acumulação da p53 constitui um factor de prognóstico, estando 
relacionada com a progressão da doença, e com menores taxas de sobrevivência em humanos 
(Esrig et al., 1994; Smith et al., 2003; Chatterjee et al., 2004; Mitra et al., 2009). O gene 
TP53 continua a ser um dos mais estudados no caso dos tumores de bexiga em humanos, mas 
com diferentes resultados no que diz respeito ao seu uso como um marcador de prognóstico 
(Baffa et al., 2006). As questões metodológicas como diferenças entre protocolos de imuno-
histoquímica e a sua interpretação, bem como amostras de tamanho inadequado são apontadas 
como factores para as discordâncias entre estudos (Goebell et al., 2010).  
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Estudos pesquisando a acumulação da p53 mutada em tumores de bovinos, através de 
métodos de imuno-histoquímica foram já publicados (Carvalho et al., 2005; Carvalho et al., 
2009). Assim, em tumores de bexiga com origem endotelial, a sobre-expressão da p53 foi 
estatisticamente associada com hemangiosarcomas (p<0.02) apresentado invasão muscular 
(Carvalho et al., 2009) 
 
2.10.2. Ciclina D1 
 
As Ciclinas do tipo D funcionam como factores de crescimento, que em conjunto com as 
quinases dependentes da Ciclina (CDK) CDK4 e CDK6 actuam na parte final da fase G1 do 
ciclo celular promovendo a passagem pelo ponto de controlo antes de entrar na fase S. Esta 
passagem dá-se através da fosforilação da proteína do retinoblastoma, contribuindo para a 
posterior replicação do genoma (Sherr, 2000). A expressão de Ciclina D1 está frequentemente 
aumentada em muitos tumores humanos devido à amplificação do gene CCND1, que a 
codifica, ou por rearranjos cromossómicos (Baffa et al., 2006). É também proposto que a 
sobre-expressão observada seja causada indirectamente por outras alterações como a 
activação das vias da MAPK ou do PI3 (Knowles, 2006). As mutações na proteína β-catenina 
foram correlacionadas, em humanos, com a sobre-expressão não só do gene da Ciclina D1, 
mas também com o gene c-myc, com funções semelhantes às da Ciclina D1 (Shiina et al., 
2002).   
Inicialmente, esta sobre-expressão tinha sido associada apenas com o crescimento de tumores 
papilíferos de baixo grau, sendo posteriormente considerada como um passo inicial no 
desenvolvimento tumoral e com o desenvolvimento de recidivas precoces em humanos (Lee 
et al., 1997; Baffa et al., 2006). Porém, outros autores não lhe conferem importância para o 
prognóstico (Shariat et al., 2006). Estudos recentes reforçam a ideia de que a expressão de 
Ciclina D1 está inversamente correlacionada com o grau e estadio tumoral (Levidou et al., 
2010). Estes mesmos estudos relacionaram o aumento de expressão de Ciclina D1 em tumores 
superficiais, e a sua diminuição em tumores invadindo as camadas musculares, logo com pior 
prognóstico. Estes resultados reforçam a ideia de que os carcinomas do urotélio surgem a 
partir de duas vias, com diferenças moleculares subjacentes (Levidou et al., 2010). 
Em tumores vasculares da bexiga dos bovinos a expressão da Ciclina D1 foi correlacionada 







2.11. Proteínas estruturais 
 
2.11.1. Uroplaquina III 
 
As células superficiais do urotélio, “umbrella cells”, são caracterizadas pelas suas membranas 
citoplasmáticas altamente especializadas, as quais formam placas de aparência rígida na face 
luminal (Wu et al., 1990). Estas mesmas placas apresentam um folheto luminal mais espesso 
que o folheto citoplasmático, e juntos formam a unidade assimétrica de membrana. Esta tem 
como função evitar a ruptura da bexiga, controlando a sua distensão, e actuar como uma 
barreira de permeabilidade (Staehelin et al., 1972). Os principais constituintes da unidade 
assimétrica de membrana são as uroplaquinas (UPs). Estas proteínas em conjunto compõem 
uma família de 4 proteínas transmembranares, a UPIa (27 kDa), Ib (28 kDa), II (15kDa) e III 
(47 kDa). As UPs são produtos específicos da diferenciação do urotélio dos Mamíferos, tendo 
sido identificadas em várias espécies para além de bovinos, tais como o homem, o macaco, a 
ovelha, o porco, o cão, o coelho, o rato e o murganho. Estes dados comprovam que as UPs 
foram altamente conservadas durante evolução dos mamíferos (Wu et al., 1994; Moll et al., 
1995). Estudos anteriores ao presente testaram anticorpos de coelho dirigidos contra a UPIII e 
a UPII em vários carcinomas humanos, e apenas nos carcinomas do urotélio se obteve uma 
marcação semelhante à das células normais do urotélio (Moll et al., 1995). A utilização de 
anticorpos anti-UPIII foi considerada como um meio vantajoso para a discriminação entre 
carcinomas primários do urotélio e outros carcinomas do tracto urogenital em humanos 
(Kaufamann, Volmerig & Dietel, 2000). Outros autores associaram a perda da expressão de 
UPIII com tumores de alto grau, e com um pior prognóstico em Medicina Humana (Ohtsuka, 
et al., 2006). 
No caso dos Animais Domésticos, estudos de expressão da UPIII foram já realizados em 
canídeos e em bovinos (Ambrosio et al., 2001; Ramos-Vara et al., 2003; Roperto et al., 2005; 
Carvalho et al., 2009). Ao contrário do que se propõe para os humanos, dois destes estudos 
não encontraram qualquer relação entre o grau ou estadio tumorais e a marcação para UPIII 
em carcinomas do urotélio de caninos e bovinos, tendo sido identificada marcação em 




Figura 8 – Representação esquemática proposta da topologia trans-membranar das uroplaquinas bovinas (Fonte: 
Sun et al., 1996) 
 
 
2.11.2. Citoqueratina 7 
 
Nas células eucarióticas o citoesqueleto é composto por três tipos de estruturas filamentosas 
morfologicamente diferentes: microfilamentos, filamentos intermédios e microtúbulos (Parry 
& Steinert, 1999). O citoesqueleto formado por estes sistemas de filamentos organizados em 
rede é responsável pela integridade mecânica da célula, e participa nos processos de divisão 
celular, motilidade e no contacto entre células. As citoqueratinas (CKs) pertencem à família 
dos filamentos intermédios, sendo constituídas por mais de 20 isotipos de proteínas do tipo I 
(CK9-CK20) e do tipo II (CK1-CK8). No urotélio podem ser identificadas diferentes 
citoqueratinas nas células dependendo das camadas em que as referidas células estão inseridas 
(Veranič & Jezernik, 2006). Nas células da camada basal identificam-se as citoqueratinas 5 e 
17, nas camadas basal e intermédia a citoqueratina 13, e a citoqueratina 20 apenas na camada 
superficial. Por outro lado as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19 são presumivelmente expressas em 
todas as camadas celulares do urotélio (Schaafsma et al., 1989; Moll et al., 1992; Guelstein et 
al., 1993; Romih et al., 1998; Southgate et al., 1999).  
Para além das alterações histológicas das células do urotélio, a mudança de expressão de 
citoqueratinas constitui um passo crucial na transformação neoplásica (Southgate et al., 
1999). Em Medicina Humana é, muitas vezes, necessário fazer a distinção entre carcinomas 
do urotélio e carcinomas com outras origens. Determinando simultaneamente o padrão de 
expressão da CK7 e CK20 é possível concluir qual a origem da neoplasia, pois estas são 
expressas de modos diferentes dependendo do carcinoma em causa (Banks, 1993; Harnden et 
al., 1995; Bassily et al., 2000). Ambas as citoqueratinas são expressas em muitos carcinomas 
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do urotélio, bem como em carcinomas pancreáticos, colangiocarcinomas e carcinomas 
mucinosos do ovário (Bassily et al., 2000; Chu et al., 2000). Por outro lado, a CK20 é um 
marcador de diferenciação das “umbrella cells”. A manutenção da expressão de CK20 no 
carcinoma do urotélio é considerada como um factor de bom prognóstico para o paciente 
(Harnden et al., 1995). 
A pesquisa da expressão de CK7 e CK20 foi estudada em 61 tumores do urotélio da bexiga de 
cães, dos quais 7 eram papilomas, e 54 carcinomas do epitélio de transição (Ramos-Vara et 
al., 2003). A marcação positiva para CK7 foi detectada em 100% dos papilomas e em 98,1% 
dos carcinomas. Por sua vez, a marcação positiva para CK20 foi detectada apenas em 14,3% 
dos papilomas, em 68,5% dos carcinomas do epitélio de transição (Ramos-Vara et al., 2003). 
Um estudo semelhante foi levado a cabo em vários carcinomas felinos e caninos. A expressão 
positiva de ambas as citoqueratinas CK7/CK20 foi encontrada em adenocarcinomas 
pancreáticos (100%), carcinomas do epitélio de transição (75%), e carcinomas do endométrio 
(67%), mas todos estes em felinos. Nenhum dos carcinomas caninos estudados apresentou 


































Os objectivos do presente estudo são:  
(i) a pesquisa da expressão das proteínas estruturais UPIII e CK7 em carcinomas do 
urotélio da bexiga de bovinos afectados pela HEB, e a sua possível associação com 
os parâmetros de classificação, grau e estadio,  
(ii) a pesquisa da expressão alterada dos factores reguladores do ciclo celular Ciclina 
D1 e p53 nos mesmos carcinomas do urotélio, bem como a sua possível associação 
com o grau e estadio tumorais,  
(iii) a análise do possível valor dos tumores da bexiga de bovinos como modelos de 






































4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. Colheita de amostras 
 
Para o presente trabalho, foram colhidos tumores de bexiga a partir de 37 vacas da raça 
Holstein-Frísia abatidas no Matadouro Industrial da Ilha de São Miguel, Açores. Cerca de 
90% dos animais apresentava hematúria, antes, ou após a chegada ao matadouro, e todos 
tinham passado largos períodos da sua vida, particularmente enquanto novilhas, em pastagens 
infestadas pelo feto comum. As suas idades variavam entre os 3 aos 12 anos, sendo a média 
de 6 anos.  
Das bexigas em causa foram colhidos diversos tumores, frequentemente mais de um de cada 
órgão, os quais foram fixados em formol a 10% tamponado e processados para histopatologia 
de rotina, com inclusão em parafina. Os cortes de 3 micrómetros de espessura foram 
posteriormente corados com Hematoxilina e Eosina (H&E).  
A identificação histológica dos tumores foi baseada nos critérios estabelecidos pela WHO 
(OMS) (Mostofi, Davis & Sesterhenn, 1999; Meuten et al., 2004), e nas publicações recentes 
sobre lesões de bexiga relacionadas com Hematúria Enzoótica Bovina (Carvalho et al., 2006). 
Da totalidade de tumores processados foram seleccionadas 56 neoplasias de origem vascular, 
cujo estudo deu origem a trabalho já publicado (Carvalho et al., 2009). Das restantes 
neoplasias foram seleccionadas 39, todas de origem epitelial, 36 das quais foram colhidas de 
vacas diferentes, tendo as restantes três sido colhidas como neoplasias independentes a partir 
da bexiga de um único animal.  
 
De modo a poder determinar-se se a imunorreactividade estava relacionada com o 
estadio/grau, os tumores foram classificados, seguindo a proposta da OMS para tumores de 
bexiga humana, de acordo com a sua invasão/estadio (pTa, tumor papilífero não invasivo; 
pT1, tumor sub-urotelial; pT2, tumor com invasão muscular; pT3, tumor com invasão do 
tecido adiposo adjacente à bexiga; pT4, tumor com invasão de estrutura/órgãos vizinhos à 
bexiga) e com o seu grau de malignidade (G1, bem diferenciado; G2, moderadamente 
diferenciado; G3, pouco diferenciado; G4, indiferenciado). 
Os tumores foram classificados por dois patologistas, e nos casos em que não houve acordo 







A imuno-histoquímica indirecta foi realizada recorrendo a “kits” comerciais contendo 
anticorpos marcados com peroxidase. A revelação foi feita com diaminobenzidina e peróxido 
de hidrogénio. A coloração de fundo foi feita com Hematoxilina de Mayer (ver Anexo II). 
Os anticorpos, métodos de recuperação antigénica, e sistemas de revelação utilizados estão 
mencionados na seguinte Tabela. 
 















Research Diagnostics, Inc, 
Concord, MA 
proteinase K  
(ready-to-use) 













Laboratories, San Francisco, 
CA  
tripsina pH 7,80 
 30 minutos a 37ºc 60 minutos a 1:50 
Histostain-plus/Zymed Laboratories, 
San Francisco, CA 
Ciclina D1 
 
18-0220, clone AM29/Zymed 
Laboratories, San Francisco, 
CA 
microondas 20 
minutos em  EDTA 
pH 8 
overnight a 1:100 ImmPRESS/Vector Laboratories, 
p53 MCA1701, clone DO1/Serotec, Inc., 
microondas 15 
minutos em citrato, 
pH 6 
overnight a 1:300 Histostain-plus/Zymed Laboratories, San Francisco, CA 
 
Devido a vários problemas técnicos, incluindo a destruição de cortes durante a recuperação 
antigénica para a detecção da Ciclina D1, não foi possível obter resultados fiáveis em 2 casos 
para a CK7, 4 casos para a Ciclina D1, 3 casos para a UPIII. No caso particular da 
identificação da proteína p53, os problemas que limitaram o uso da técnica a apenas 4 
amostras estiveram relacionados com o anticorpo utilizado. De facto, lotes mais recentes do 
anticorpo indicado na Tabela 3 revelaram marcação sistematicamente negativa, 
independentemente da recuperação antigénica a que se recorreu. Adicionalmente, os 
resultados da aplicação de anticorpo policlonal foram descartados, dada a incapacidade de 
eliminar reacções inespecíficas, mesmo com recurso a várias técnicas de bloqueio.  
 
Na validação dos anticorpos foi utilizado o urotélio normal limítrofe às neoplasias como 
controlo interno positivo para a CK7 e a UPIII. Um caso de linfoma humano foi incluído 
como controlo positivo para a marcação da Ciclina D1. O carcinoma ocular de células 
escamosas da 3ª pálpebra de bovino foi utilizado como controlo para a detecção de p53. O 
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valor limite de 5% (mais de 25 células tumorais marcadas em 500 células tumorais contadas 
aleatoriamente) foi aceite como marcação positiva para a CK7 e UPIII. O valor limite de 20% 
(mais de 100 células tumorais marcadas em 500 células tumorais contadas aleatoriamente) foi 
aceite como marcação positiva para a Ciclina D1 e p53. Os controlos negativos para a imuno-
histoquímica foram processados de forma idêntica aos cortes para imuno-marcação, excepto o 
passo do anticorpo primário em que este foi substituído por tampão. Os detalhes da técnica de 
imuno-histoquímica são apresentados em anexo. 
 
4.3. Análise estatística 
 
A associação entre os marcadores moleculares e o grau (G0-G4) e estadio (Ta-T4) dos 
tumores epiteliais de bexiga estudados foi avaliada utilizando o Teste Exacto de Fisher. As 
análises estatísticas foram executadas utilizando o programa R-Stat Versão 2.12.1 para o 

























5.1. Aspectos microscópicos 
 
Os tumores do urotélio seleccionados foram classificados da seguinte forma: sete papilomas 
(figura 9) e trinta e dois carcinomas dos vários graus e estadios (ver Tabela 4) (figuras 9 a 14). 









O padrão de marcação da UPIII foi muito intenso no pólo apical das células normais do 
urotélio. O mesmo padrão foi visto em todos os papilomas (figura 15). Nos carcinomas do 
urotélio as células neoplásicas geralmente exibiam marcação da membrana plasmática com 
ausência de polaridade clara (figura 16). Em alguns casos as células neoplásicas do urotélio 
apresentavam uma expressão da UPIII atípica, sendo esta difusa e por vezes granular (figura 
18). Na maioria dos carcinomas do urotélio verificou-se marcação dispersa de UPIII, com 
áreas apresentando células fortemente positivas adjacentes a áreas não reactivas, constituídas 
por células neoplásicas pouco diferenciadas. A perda de marcação para UPIII foi vista em 
46% (6/13) dos carcinomas de baixo grau (G1-G2) e em 81% (13/16) dos carcinomas de alto 
grau (G3-G4). Relativamente à invasão dos tecidos adjacentes, 85,7% (12/14) dos tumores 
não invasivos foram positivos para a marcação da UPIII. Por outro lado, 22,7% (5/22) 
carcinomas invasivos apresentaram marcação positiva. Na análise estatística a perda da 





A expressão de CK7 nos papilomas foi semelhante à encontrada no urotélio normal, com as 
células positivas mostrando marcação citoplasmática difusa, presente desde a camada basal 
até à mais superficial (figura 15). O padrão de marcação nos carcinomas do urotélio foi 
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citoplasmático, com distribuição heterogénea dentro do tumor, marcando também estruturas 
glandulares. A intensidade de marcação foi maior do que a observada para a UPIII. A 
expressão de CK7 foi mantida em 73% (11/15) dos carcinomas de baixo grau (G1-G2) e em 
apenas 31% (5/16) dos carcinomas de alto grau (G3-G4). A expressão positiva para CK7 foi 
detectada em 92,9% (13/14) dos tumores não invasivos, diminuindo para 39,1% (9/23) nos 
tumores invasivos (figura 17). A expressão foi simultaneamente negativa para CK7 e UPIII 
em 56% (9/16) dos carcinomas de alto grau (G3-G4). Por outro lado, a expressão positiva 
para ambos os marcadores foi detectada em apenas um carcinoma de alto grau (1/16). Do 
mesmo modo que para a UPIII, a perda de expressão da CK7 foi estatisticamente associada 
com o aumento do grau (p<0.001) e do  estadio (p<0.001). 
 
5.2.3. Ciclina D1 
 
A sobre-expressão da Ciclina D1 foi observada em 54% (7/13) dos carcinomas de baixo grau 
(G1-G2) e em 50% (8/16) dos carcinomas de alto grau (G3-G4) (figura 19). No total 46% 
(16/35) de todos os tumores testados demonstraram sobre-expressão da Ciclina D1. No caso 
dos tumores não invasivos a sobre expressão foi identificada em 41,7% (5/12), e em 47,8% 
(11/23) dos tumores invasivos. As diferenças de sobre-expressão de Ciclina D1 nos vários 





Apenas foi possível chegar resultados fiáveis em 4 casos pelas razões atrás expostas, nos 
quais se detectou sobre-expressão da p53 em 2 carcinomas de alto grau (G3-G4) com invasão 
muscular (T2) (figura 20). Devido ao baixo número de carcinomas em que foi possível 













    
Figura 9 – Diferentes tipos de tumores epiteliais da bexiga de bovino. a) Papiloma do urotélio com delicado 
estroma fibro-vascular (H & E). b) Carcinoma exofitico não invasivo do urotélio TaG1 (H&E). 
 
    
 
Figura 10 – Carcinoma do urotélio da bexiga de bovino T1G1. a) O carcinoma ultrapassa a membrana basal, 
invadindo o estroma formando placas de células neoplásicas (H&E). b) Pormenor de a) (H&E). 
 
    
 
Figura 11 – Carcinoma invasivo do urotélio da bexiga de bovino T1G2. a) O carcinoma invade a lâmina própria 
formando agregados, sob a forma de cordões de células neoplásicas moderadamente diferenciadas (H&E). b) 




    
 
Figura 12 – Carcinoma invasivo do urotélio da bexiga de bovino T1G3. a) Carcinoma não papilar invadindo em 
profundidade a lâmina própria, com destruição do urotélio normal (H&E). b) Pormenor de a), exibindo ausência 
de organização das células neoplásicas pouco diferenciadas (H&E).  
 
    
 
Figura 13 – Carcinoma do urotélio com invasão muscular T2G3. a) O carcinoma penetra na profundidade da 
parede da bexiga até à camada muscular (H&E). b) Pormenor de a) mostrando as células neoplásicas pouco 
diferenciadas que invadem os feixes de fibras musculares (H&E). 
 
    
 
Figura 14 – Carcinomas do urotélio com invasão muscular da bexiga de bovino T2G4. a) As células neoplásicas 
invadem a camada muscular, destruindo os feixes musculares (H&E). b) Pormenor de a) mostrando fibras 







Tabela 4 – Classificação histológica e caracterização imuno-histoquímica dos carcinomas do 
















1 papiloma + + - nd 
2 papiloma + nd nd nd 
3 papiloma + + - nd 
4 papiloma + + - nd 
5 papiloma + + - nd 
6 papiloma + + - nd 
7 papiloma + + + nd 
8 TaG1 nd + - nd 
9 TaG1 nd + nd nd 
10 TaG1 - nd - nd 
11 TaG1 - - nd nd 
12 TaG1 + + + - 
13 TaG1 + + nd - 
14 TaG1 + + + nd 
15 TaG1 + + + nd 
16 TaG1   + * + + nd 
17 T1G1 + - - nd 
18 T1G2 - + - nd 
19 T1G2 - - - nd 
20 T1G3 - - + nd 
21 T1G3   + * - + nd 
22 T1G3   + * - - nd 
23 T1G3 - - - nd 
24 T1G3 - - - nd 
25 T1G3 - - - nd 
26 T2G2 - + + nd 
27 T2G2   + * + + nd 
28 T2G2 - + - nd 
29 T2G2 nd - + nd 
30 T2G3 - - - nd 
31 T2G3 - - - nd 
32 T2G3 - - + nd 
33 T2G3 - + + + 
34 T2G3 - + + nd 
35 T2G3 - + + nd 
36 T2G4 + + + nd 
37 T2G4 - - + + 
38 T2G4 - + - nd 
39 T2G4 - - - nd 
Classificação, estadio: pTa, tumor não invasivo; pT1, o tumor invade o tecido sub-urotelial; pT2, o tumor invade 
o músculo; grau: G1, carcinoma bem diferenciado; G2, carcinoma moderadamente diferenciado; G3, carcinoma 






Tabela 5 – Imunorreactividade da UPIII, CK7 e Ciclina D1 em relação ao grau e estadio dos 










n / total (%) 
 
Valor de P n / total (%) 
 
Valor de P n / total (%) 
 






































































Classificação, estadio: pTa, tumor não invasivo; pT1, o tumor invade o tecido sub-urotelial; pT2, o tumor invade 
o músculo; grau: G1, carcinoma bem diferenciado; G2, carcinoma moderadamente diferenciado; G3, carcinoma 























       
 
Figura 15 – Papiloma do urotélio da bexiga de bovino. a) Marcação citoplasmática intensa para CK7. 
Histostain-plus e Hematoxilina de Mayer. b) Marcação para UPIII no pólo apical das células uroteliais mais 
superficiais. ImmPRESS-peroxidase e Hematoxilina de Mayer. 
 
       
 
Figura 16 – Carcinoma do urotélio da bexiga de bovino T1G3. a) Marcação de fraca intensidade para CK7 das 
células uroteliais neoplásicas. Histostain-plus e Hematoxilina de Mayer. b) Marcação heterogénea para UPIII nas 
células neoplásicas do mesmo campo. ImmPRESS-peroxidase e Hematoxilina de Mayer. 
 
 
       
 
Figura 17 – Carcinoma do urotélio de bexiga de bovino T2G2. a) Ausência de marcação para CK7 nas células 
neoplásicas, mantendo-se a marcação nas células normais na superfície do órgão. Histostain-plus e Hematoxilina 
de Mayer. b) Maior ampliação da mesma neoplasia, mostrando um campo semelhante. Histostain-plus e 
Hematoxilina de Mayer. 
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Figura 18 – a) e b) Expressão atípica da UPIII em carcinomas do urotélio T1G3. Marcação difusa, por vezes 
granular, com ausência de polaridade. ImmPRESS-peroxidase e Hematoxilina de Mayer. 
 
    
 
Figura 19 – Carcinoma do urotélio da bexiga de bovino T2G3. a) Forte marcação nuclear para Ciclina D1 numa 
grande percentagem das células neoplásicas. ImmPRESS-peroxidase e Hematoxilina de Mayer. b) Pormenor da 
marcação nuclear para Ciclina D1. ImmPRESS-peroxidase e Hematoxilina de Mayer. 
 
 
    
 
Figura 20 – Carcinoma do urotélio da bexiga de bovino T2G4. a) Marcação nuclear da maioria das células 
neoplásicas para p53 num carcinoma do urotélio invadindo o músculo. Histostain-plus e Hematoxilina de Mayer. 










As condições edafo-climáticas que se encontram no Arquipélago dos Açores favorecem 
fortemente a presença e a persistência do feto comum (Pinto, 2010). Estudos efectuados na 
Ilha de São Miguel identificaram infestação por Pteridium aquilinum em 312 das 365 parcelas 
observadas (88,4%), quase exclusivamente junto às barreiras separadoras entre pastagens 
(Pinto, 2010). O corte do feto comum realizado pelos bovinicultores, método ainda utilizado 
para o controlo da infestante na Ilha de São Miguel, leva ao crescimento de rebentos jovens e 
tenros da planta, favorecendo a ingestão da mesma o que exacerba os seus efeitos tóxicos 
devido à ingestão de níveis elevados Pta e outras toxinas, presentes em maiores concentrações 
nas plantas jovens (Pinto, 2010). As zonas mais afectadas pela HEB são as de orografia mais 
irregular, com pastagens difíceis de lavrar, onde pastoreiam predominantemente os bovinos 
mais jovens (Pinto, 2010), sendo que as pastagens de baixa altitude (<200m), com terrenos 
pobres e de baixa pluviosidade no Verão são das mais contaminadas. Nestas, o feto comum 
está presente ao longo de todo o ano devido às temperaturas mais elevadas do ar e à menor 
humidade do solo comparativamente com as pastagens de maior altitude (Pinto, 2010). 
Foi possível constatar que, entre 2000 e 2009, no Matadouro Industrial de São Miguel, o 
grupo mais afectado pela HEB foi o das “fêmeas paridas com mais de 2 anos”, o qual era 
constituído, quase na sua totalidade, por vacas leiteiras no fim da vida produtiva (Pinto, 
2010). Esta observação deve-se à maior longevidade destes animais, logo, ao maior período 
de tempo em que foram expostos ao ptaquilósido através do consumo continuado de feto 
comum (Pinto, 2010). Experimentalmente foi demonstrado que são necessários pelo menos 
500 dias de exposição às toxinas do feto para se desenvolverem tumores de bexiga em 
bovinos (Pamukcu et al., 1976).  
Em 1987, foi provado inequivocamente o efeito carcinogénico do ptaquilósido (Hirono et al., 
1987). A ligação covalente entre o Pta e o ADN foi comprovada como o mecanismo de 
carcinogénese por outros autores (Kushida et al., 1994; Smith et al., 1994; Prakash et al., 
1996; Yamada et al., 2007). Os valores médios de ptaquilósido obtidos por Pinto a partir de 
50 amostras de feto comum colhidas em pastagens da Ilha de São Miguel foram superiores a 
2500 µg g -1 MS nas frondes tenras e nos rebentos da planta, considerando-se que níveis 
acima de 500 µg g -1 MS já são elevados (Pinto, 2010). Estudos citogenéticos foram 
efectuados em bovinos com HEB, revelando que existia um maior número de anomalias 
cromossómicas em linfócitos do sangue periférico, comparativamente com animais sem 
acesso ao feto comum (Lioi et al., 2004). Estes autores observaram ainda que os efeitos 
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clastogénicos eram mais frequentes nos bovinos em que os tumores de bexiga estavam 
associados com a infecção por BPV-2 (Lioi et al., 2004). 
Em 1992, Campo e seus colegas demonstraram uma forte relação entre o BPV-2 e o consumo 
do feto comum na génese de tumores de bexiga, tanto naturalmente como experimentalmente. 
Posteriormente, vários estudos detectaram ADN do BPV-1 e 2 em bexigas apresentando 
neoplasias, bem como em bexigas aparentemente normais (Borzacchiello et al., 2003; 
Wosiacki et al., 2005; Benevides et al., 2006; Balcos et al., 2008; Pinto, 2010; Resendes et 
al., 2010).  
Foi sugerido que compostos carcinogénicos e imunossupressores do feto comum actuariam 
em conjunto com as proteínas virais, activando o vírus latente e iniciando o processo 
neoplásico (Campo, 1997). A oncoproteína E5 do BPV possui a capacidade de induzir a 
transformação celular, tendo sido detectada em tumores de bexiga de bovinos por métodos de 
imuno-histoquímica, nos quais também se detectou ADN do BPV-2 através de métodos de 
PCR (Borzacchiello et al., 2003). O mesmo efeito oncogénico foi observado em culturas 
celulares de fibroblastos de roedores e queratinócitos (Leptak et al., 1991; Petit et al., 1991; 
citados por Borzacchiello et al., 2006). Novos dados vieram apoiar a hipótese do papel 
oncogénico da E5 no caso dos tumores da bexiga, através da formação de um complexo 
estável entre a E5 e o receptor β do factor de crescimento derivado das plaquetas (PDGF-Rβ) 
(Borzacchiello et al., 2006).  
O modelo animal de infecção por papilomavirus é de grande valor na pesquisa e 
desenvolvimento de vacinas anti-virais humanas. As vacinas que utilizam os mesmos genes 
ou proteínas virais podem funcionar tanto profilaticamente, protegendo contra a infecção ou 
doença, ou terapeuticamente, induzindo a regressão de lesões precoces (Campo, 2002). 
Segundo alguns autores a vacinação com E5 em bovinos afectados pela HEB poderia ser um 
modelo ideal para o desenvolvimento de vacinas terapêuticas para doenças semelhantes no 
Homem (Borzacchiello et al., 2006). Para além disso, a identificação e compreensão dos 
factores causadores e dos mecanismos moleculares envolvidos na génese dos tumores de 
bexiga em bovinos poderá providenciar importantes contributos para a prevenção e controlo 
do cancro tanto em Medicina Humana como Veterinária (Roperto et al., 2009).  
 
A presente tese teve como objectivo avaliar a expressão das proteínas estruturais UPIII e 
CK7, e ainda das proteínas reguladoras do ciclo celular Ciclina D1 e p53, em tumores 
epiteliais de bexiga de bovinos associados aos efeitos carcinogénicos do feto comum. As 
alterações do padrão de marcação da UPIII foram já descritas em outros estudos de tumores 
de animais, demonstrando que as uroplaquinas são redistribuídas pela célula durante o 
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processo de transformação neoplásica (Ambrosio et al., 2001; Ramos-Vara et al., 2003; 
Roperto et al., 2005). O padrão de marcação da UPIII observado nos papilomas foi muito 
intenso no pólo apical das células, idêntico ao das células normais do urotélio. A perda de 
marcação para UPIII foi observada em tumores de alto grau e em tumores invasivos. 
Resultados semelhantes foram encontrados em estudos de carcinomas do urotélio do tracto 
urinário superior em humanos, observando-se a perda de expressão de UPIII em tumores de 
alto grau e estadio avançado, considerando este dado um indicador importante de prognóstico 
(Ohtsuka et al., 2006). Mais recentemente, a perda de expressão de UPIII foi igualmente 
associada com características agressivas dos tumores de bexiga em humanos, como o estadio 
avançado e o alto grau (Matsumoto et al., 2008). Porém, nas pesquisas em animais não foi 
encontrada relação entre a detecção de UPIII e o grau dos carcinomas do urotélio em cães 
(Ramos-Vara et al., 2003), concluindo alguns autores que as uroplaquinas possuem um 
limitado valor de prognóstico no caso dos bovinos (Ambrosio et al., 2001; Roperto et al., 
2005). Em 2007, Carvalho referiu a associação entre a perda de expressão da UPIII com o 
aumento do estadio (p<0.04) e o grau (p=0.001) em carcinomas do urotélio da bexiga de 
bovinos. Os resultados do presente estudo sugerem existir igualmente uma associação entre a 
perda de positividade para a UPIII e o aumento do grau/invasão (p<0.001) dos carcinomas do 
urotélio em bovinos, semelhante ao que se constata nos humanos, demonstrando perda da 
diferenciação celular. 
 
A CK7 foi detectada através de métodos de imuno-histoquímica em 82 a 100% dos casos de 
carcinomas do urotélio em humanos (Bassily et al., 2000; Chu et al., 2000; Moll et al., 1988). 
Apesar da expressão das citoqueratinas estar limitada aos epitélios e aos seus tumores, estas 
não constituem marcadores tumorais específicos (Chu et al., 2000). A expressão destas 
citoqueratinas é amplamente conservada durante a transformação celular e o desenvolvimento 
tumoral (Hynes et al., 1978; Sun et al., 1979, citados por Chu et al., 2000). A expressão de 
CK7 nos papilomas foi semelhante à encontrada no urotélio normal, sendo uma marcação 
citoplasmática difusa, desde a camada basal até à mais superficial. A marcação de CK7 
observada nos carcinomas do urotélio dos bovinos estudados diminuiu nos carcinomas de 
grau mais alto (p<0.001), bem como nos carcinomas invasivos (p<0.001). Bassily et al., em 
2000, não identificaram alterações significativas da expressão de CK7 e 20 nos carcinomas de 
vários graus em humanos. Noutro estudo ainda em humanos, a maioria dos carcinomas do 
epitélio de transição (21/24) exprimiam CK7 (Chu et al., 2000). O padrão de distribuição 
desta citoqueratina em carcinomas felinos e caninos é muito semelhante à descrita em 
humanos, embora exista alguma diferença entre os tumores animais (Espinosa de los 
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Monteros et al., 1999). A marcação heterogénea por soro anti-CK 7 foi relatada em 
carcinomas do urotélio de cães, havendo ausência de marcação em células fenotipicamente 
semelhantes no mesmo corte histológico (Ramos-Vara et al., 2003). O mesmo autor aponta o 
tempo prolongado de fixação das amostras como causador da diminuição da intensidade de 
marcação por CK 7, sendo esta diminuição ligeira após uma semana de fixação, e mais 
significativa após 28 dias de fixação (Ramos-Vara et al., 2003). O tempo de fixação 
prolongado de algumas amostras utilizadas neste estudo pode estar na origem da diminuição 
da marcação pelo anticorpo anti-CK 7, não tendo sido constatada diferença entre a intensidade 
de marcação do urotélio normal e dos papilomas. 
 
A sobre-expressão de Ciclina D1 foi observada em 46% (16/35) de todos os tumores testados, 
54% (7/13) dos carcinomas de baixo grau (G1-G2), e em 50% (8/16) dos carcinomas de alto 
grau (G3-G4). Em relação à invasão dos tecidos subjacentes, 42% (5/12) dos tumores não 
invasivos demonstravam sobre-expressão de Ciclina D1, sendo que apenas um dos seis 
papilomas testados era positivo. Esta sobre-expressão foi identificada em 48% (11/23) dos 
tumores invasivos. Vários autores relacionam a sobre-expressão de Ciclina D1 com tumores 
superficiais do urotélio em humanos (Lee et al., 1997; Baffa et al., 2006; Levidou et al., 
2010). Acrescentam ainda o possível papel da Ciclina D1 na progressão do tumor, assumindo 
este um comportamento mais agressivo quando a sobre-expressão é manifesta (Baffa et al., 
2006; Levidou et al., 2010). Porém, em outros estudos, não foi possível associar a sobre-
expressão da Ciclina D1 com qualquer tipo de características patológicas (Shariat et al., 2006; 
Shariat et al., 2007). Estudos de tumores vasculares da bexiga de bovinos relacionaram 
positivamente a sobre-expressão de Ciclina D1 com o grau de malignidade (Carvalho et al., 
2008). Aparentemente não existe associação entre o grau/invasão e a sobre-expressão de 
Ciclina D1 em carcinomas do urotélio nos bovinos estudados, ao contrário do que foi descrito 
para tumores vasculares. Carvalho, em 2007, obteve resultados semelhantes, não havendo 
diferenças estatisticamente significativas entre a sobre-expressão da Ciclina D1 e o grau ou 
estadio dos carcinomas do urotélio de bovinos estudados por esta autora. 
 
A via de sinalização da p53 assume um papel importante na reposta a estímulos como lesões 
no ADN, stress oncogénico, e outros tipos de stress celular (Luis et al., 2007). Em resposta às 
lesões no ADN a p53 induz a expressão da p21, a qual inibe os complexos Ciclina/CDK, 
evitando a fosforilação das proteínas pRb (Cordon-Cardo, 1995). As mutações no gene TP53 
e a sobre-expressão nuclear da p53 são pouco comuns em tumores TaG1/G2, sendo muito 
frequentes em tumores de alto grau e invasivos (Kelsey et al., 2004). As alterações ou 
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perturbações na via de sinalização da p53 foram identificadas como das mais importantes para 
o desenvolvimento de um comportamento agressivo do tumor (Goebell et al., 2010). A 
acumulação da p53 constitui um factor de prognóstico, estando relacionada com a progressão 
da doença, e com menores taxas de sobrevivência em humanos (Esrig et al., 1994; Smith et 
al., 2003; Chatterjee et al., 2004; Mitra et al., 2009). Num estudo conduzido em carcinomas 
do urotélio de bexiga de bovinos, apenas o estadio foi associado com a sobre-expressão da 
p53 (p<0.03), não havendo diferenças  estatisticamente significativas em relação ao grau 
(Carvalho, 2007). 
Os resultados da expressão da p53 no presente trabalho estão reduzidos a apenas quatro casos 
devido a problemas técnicos, não tendo sido observados resultados fiáveis nos restantes. A 
diferença de marcação entre lotes diferentes de anticorpo anti-p53 mono clonal DO-1 levou à 
alteração do protocolo de imuno-histoquímica, recorrendo-se a novos sistemas de detecção, 
recuperação antigénica e novas diluições do anticorpo primário, obtendo-se sempre resultados 
pouco fiáveis. A utilização do anticorpo anti-p53 policlonal CM-1 por sua vez conduziu a 
grandes problemas de marcação citoplasmática inespecífica, dificultando a observação da 
expressão nuclear. A escassez de casuística limitou neste caso a possibilidade de propor 































Após este estudo, pode concluir-se que a utilização da marcação da proteína estrutural UPIII 
possui um grande valor na avaliação de carcinomas do urotélio imuno-histoquímica. A sua 
expressão foi encontrada predominantemente em carcinomas de baixo grau e menos 
invasivos, tendo sido comprovada a sua associação estatística com estes parâmetros.  
A expressão da CK7 foi mantida em alguns dos carcinomas do urotélio de alto grau e em 
tumores que invadiam o músculo. Este facto torna útil a sua pesquisa associada à utilização da 
UPIII nos casos de carcinomas pouco diferenciados ou até indiferenciados, de modo a 
confirmar a sua origem no urotélio, já que a expressão da UPIII é perdida nos carcinomas de 
alto grau e mais invasivos. 
A sobre-expressão da Ciclina D1 tanto em tumores não invasivos como nos invasivos 
demonstra que esta realmente participa no processo tumoral da bexiga nos animais afectados 
pela HEB. Os dados estatísticos não permitem fazer associações com nenhum dos parâmetros 
de classificação dos carcinomas do urotélio. 
Os problemas técnicos impediram o desenvolvimento do estudo pretendido relacionado com a 
sobre-expressão da p53 nos tumores seleccionados. É necessário continuar a pesquisar novos 
protocolos para a detecção da p53 por imuno-histoquímica de modo a completar os estudos, 
podendo chegar-se a conclusões envolvendo alterações a nível molecular no desenvolvimento 
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ANEXO I. Protocolo da técnica de coloração Hematoxilina & Eosina: 
  
1.   Xilol, 15 min, 
2.   Passar 3 vezes em álcool etílico absoluto, 
3.   Passar 3 vezes em álcool etílico 90º, 
4.   Passar 3 vezes em Álcool etílico 70º, 
5.    Lavar bem em água destilada, 
6.    Hematoxilina de Ehrlich, 10 min, 
7.    Passar 1 vez em água destilada, 
8.    Álcool clorídrico 1% em álcool a 70º, 1 passagem, 
9.    Água destilada, 1 passagem, 
10.  Água comum até escurecer, cerca de 2 min, 
11.  Eritrosina, 2 min, 
12.  Uma passagem em água destilada, 
13.  Álcool etílico 70º, 3 passagens, 
14.  Álcool etílico a 90º, 3 passagens, 
15.  Álcool absoluto, 5 min, 
16.  Xilol, 5 min, 

























ANEXO II. Protocolo da técnica de coloração imuno-histoquímica utilizada: 
 
1.  Desparafinar e hidratar os cortes.  
2.  Recuperação antigénica de acordo com as especificações expressas na Tabela 3.  
3.  Lavar as lâminas em PBS, por 3 vezes 5 min.  
4.  Incubar com Solução de Bloqueio de Reacções Inespecíficas à temperatura  
ambiente 30 min.  
5.  Retirar excesso de Solução de Bloqueio.  
6.  Incubar com o Soro Primário de acordo com as especificações expressas na Tabela 3. 
7.  Lavar as lâminas em PBS, por 3 vezes 5 min. 
8.  Incubar com Solução de Bloqueio da Peroxidase Endógena (H2O2 a 3% em  
água corrente) 10 min.  
9.  Lavar as lâminas em PBS, por 3 vezes 5 min. 
10. Incubar com Anticorpo Secundário de acordo com as especificações expressas na Tabela 
3. 
11.  Lavar as lâminas em PBS, por 3 vezes 5 min. 
12.  Incubar com Reagente ABC 30 min.  
13.  Lavar as lâminas em PBS, por 3 vezes 5 min. 
14.  Revelar com diaminobenzidina 3 min.  
15.  Lavar as lâminas em água corrente.   
16.  Efectuar o contraste nuclear com Hematoxilina de Mayer 30s.  
17.  Lavar em água corrente (azular).  
18.  Desidratar os cortes e montar as lâminas com lamela e meio de montagem 
apropriado.   
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